经典型霍奇金淋巴瘤（classical Hodgkin lymphoma，cHL）在所有癌症中所占比例约为0.6%，在所有淋巴瘤中约为28.5%，好发于青年以及老年人[@b1]。流行病学调查显示，在中国cHL占淋巴瘤总体发病率的8.4%\~13%[@b2]--[@b3]。经过规范化治疗，cHL患者的预后普遍较好，5年生存率可达70%\~80%，但有5%\~10％的患者会出现原发耐药，10%\~30％的患者会出现缓解后复发[@b4]，从而表现为复发难治和预后较差。如何预测和筛选这部分病例并提早干预是摆在病理医师和临床医师面前的一个十分棘手的问题。近年来的研究显示，环氧化酶-2（cyclooxygenase-2，COX-2）可催化花生四烯酸形成前列腺素E2，发挥调节细胞增殖、黏附，抑制细胞凋亡，促进血管生成及辅助免疫监视的作用[@b5]--[@b6]。周期素依赖激酶抑制剂p16（p16^INK4A^）是特定的细胞周期G~1~期调控基因[@b7]。p53基因与细胞周期调控、凋亡及DNA损伤应答有关，可导致细胞生长调控异常而发生肿瘤[@b8]。已有文献报道COX-2、p16^INK4A^、p53蛋白在cHL中均具有较高的阳性率[@b9]--[@b10]。研究显示COX-2蛋白表达差异对于评价cHL预后具有重要价值[@b10]--[@b12]。我们通过组织芯片技术研究COX-2、p16^INK4A^、p53在cHL中的表达差异，分析其与EBV感染的相关性，并结合患者临床特征和随访资料进行相关分析，旨在明确其在cHL患者中的表达情况，探讨其评估cHL预后及预测复发难治病例的价值。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：收集2006年11月至2014年9月期间北京大学医学部基础医学院病理学系及北京肿瘤医院病理科诊断及会诊的86例cHL患者资料和标本。依据2008版WHO淋巴造血系统肿瘤分类标准，经血液病理学专家复习所有切片及完善诊断相关免疫组织化学标志物核实诊断，选择存档石蜡包埋组织适于制作组织芯片的52例患者标本进行本研究。

2．组织芯片制作：所有标本均经10％中性甲醛缓冲液固定，常规脱水、透明，石蜡包埋，制作3\~4 µm切片。切片标本进行常规HE染色，光镜观察形态。选取单核Hodgkin和多核Reed-Sternberg细胞（简称HRS细胞）丰富的区域以备制作组织芯片。采用组织芯片仪（法国Alphelys公司产品）制作石蜡包埋组织芯片蜡块1个（包含全部52例患者标本，每例标本均包含2个直径1 mm的组织条，并且使用芯片仪自带计算机程序标记其对应坐标位置）。

3．免疫组织化学染色：采用Roche公司的BENCHMARK-XT免疫组织化学自动染色机完成（一抗使用情况详见[表1](#t01){ref-type="table"}）。实验均设阳性对照及阴性空白对照：阳性对照为已证实EBV阳性cHL肿瘤组织以及已知p16^INK4A^、COX-2以及p53阳性的相应肿瘤组织（依次为宫颈鳞状细胞癌，结肠腺癌以及乳腺浸润性导管癌）；阴性对照为以抗体稀释液代替一抗工作液。DAB显色，阳性信号为棕黄色颗粒。阳性判断标准：\>10％肿瘤细胞出现定位准确，且染色明确者视为阳性。

###### 免疫组织化学染色中一抗使用情况

  抗体名称     种属、克隆性   工作浓度   标记细胞   阳性定位             抗体来源
  ------------ -------------- ---------- ---------- -------------------- ------------------------------
  CD30         鼠源、单克隆   1:50       肿瘤细胞   胞膜、胞质高尔基区   丹麦DAKO公司
  CD15         兔源、单克隆   1:50       肿瘤细胞   胞质、胞质高尔基区   丹麦DAKO公司
  CD20         鼠源、单克隆   1:50       B细胞      胞膜                 丹麦DAKO公司
  CD3          兔源、多克隆   1:50       T细胞      胞质                 丹麦DAKO公司
  PAX5         鼠源、单克隆   1:50       B细胞      胞核                 北京中杉金桥生物技术有限公司
  EBV/LMP1     鼠源、单克隆   1:50       B细胞      胞质                 北京中杉金桥生物技术有限公司
  p16^INK4A^   鼠源、单克隆   1:50       肿瘤细胞   胞核或胞质           北京中杉金桥生物技术有限公司
  COX-2        鼠源、单克隆   1:50       肿瘤细胞   胞质                 丹麦DAKO公司
  p53          鼠源、单克隆   1:50       肿瘤细胞   细胞核               丹麦DAKO公司

注：p16^INK4A^：周期素依赖激酶抑制剂p16；COX-2：环氧化酶-2

4．EBV编码的小mRNA (EBER）检测：严格按照EBER原位杂交试剂盒（购自北京中杉金桥生物技术有限公司）说明书进行操作。

5．治疗及随访：52例患者均采用以ABVD\[阿霉素、博莱霉素、长春花碱、氮烯唑胺\]方案为基础的化疗，5例复发难治患者结合放疗，2例序贯自体干细胞移植（ASCT），1例序贯细胞免疫治疗。随访资料由医院随访系统及临床医师提供，随访截止日期为2015年4月24日。总生存（OS）期定义为研究病例从确立诊断直至出现死亡或者存活患者最后一次随访之间所经历的时间间隔。无事件生存（EFS）期定义为研究病例从确立诊断直至疾病出现进展、复发、死亡或无上述事件患者最后一次随访之间所经历的时间间隔。

6．统计学处理：采用SPSS17.0软件进行统计学分析。计量资料用*t*检验，计数资料用χ^2^检验；两种影响因素的独立性检验应用四格表独立性检验。生存曲线绘制应用Kaplan-Meier法（单因素生存曲线统计比较采用Log-rank法）。预后因素的多变量分析用COX比例风险回归分析法。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．cHL患者一般临床特征：入组患者中位年龄44.5（22.0\~68.0）岁，各年龄段均可见发病。发病高峰位于33\~37岁（10例）及58\~63岁（10例）。52例患者中男32例，女20例，男女比例为1.6∶1。所有病例均为淋巴结内原发。依据WHO2008版淋巴瘤分类标准进行分类：结节硬化型（NS) 31例（59.6%），混合细胞型（MC）20例（38.5%），淋巴细胞丰富型（LR) 1例（1.8%）。52例患者中有完整临床资料者42例。其中17例（40.5%）出现B症状（发热、盗汗及体重减轻等）；Ann-Arbor分期Ⅰ\~Ⅱ期者20例（47.6%），Ⅲ\~Ⅳ期者22例（52.4%）。

2．病理特征：①所有患者标本中均可见诊断性HRS细胞，背景成分为含量各异的非肿瘤性淋巴细胞和炎细胞，可伴有间质纤维胶原增生。组织芯片中所有病例均可见诊断性HRS细胞。②52例患者标本主要诊断性免疫标志物免疫组织化学染色结果：CD30阳性率100%（52/52），CD20阳性率17.3%（9/52），CD15阳性率71.2%（37/52），PAX5阳性率69.2%（36/52），CD3ε表达均为阴性。③肿瘤细胞EBV感染检测：全部患者标本均同时进行了LMP1单克隆抗体免疫组织化学染色和EBER原位杂交检测，两种检测方式的检测结果完全一致，EBV阳性率25.0%（13/52）。NS者EBV阳性率为9.7%（3/31），MC者为50.0%（10/20），LR者为0(0/1）。

3．预后：截止至随访结束，入组患者的平均OS时间为32.9个月，中位OS时间为79.0(5.5\~79.8）个月，5年预计OS率81%；平均EFS时间为28.7个月，中位EFS时间为55.4（3.9\~71.8）个月，5年预计EFS率45%。

4．COX-2、p16^INK4A^、p53表达及与常见临床特征的相关性分析：52例患者中COX-2阳性者28例（53.8%）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），p16^INK4A^阳性者24(46.1%）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），p53阳性者41例（78.9%）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![经典型霍奇金淋巴瘤患者表达COX-2蛋白，阳性信号呈棕黄色，定位于肿瘤细胞胞质（DAB显色，×400）](cjh-36-11-926-g001){#figure1}

![经典型霍奇金淋巴瘤患者表达p16^INK4A^蛋白，阳性信号呈棕黄色，定位于肿瘤细胞核和／或胞质（DAB显色，×400）](cjh-36-11-926-g002){#figure2}

![经典型霍奇金淋巴瘤患者表达p53蛋白，阳性信号呈棕黄色，定位于肿瘤细胞核或细胞质（DAB显色，×400）](cjh-36-11-926-g003){#figure3}

依据患者年龄（以中位年龄为界）、性别、EBV感染（有、无）、B症状（有、无）及Ann-Arbor分期（Ⅰ\~Ⅱ期、Ⅲ\~Ⅳ期）进行分组，采用四格表独立检验法分别与COX-2、p16^INK4A^、p53表达进行相关性分析，结果显示除p53表达与Ann-Arbor分期有关（*P*= 0.027）外，其余均无统计学意义（*P*值均\>0.05，[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### COX-2、p16^INK4A^、p53表达与临床病理特征的相关性分析

  临床病理特征                COX-2          pl6^INK4A^      p53                                                                         
  --------------------------- -------------- --------------- ------- -------------- -------------- ------- -------------- -------------- -------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]     48.5(22\~66)   39.5 (22\~68)   0.328   45.5(22--68)   41.0(22\~66)   0.763   48.0(22\~66)   45.0(29\~68)   0.982
  性别\[例数(％)\]                                           0.113                                 0.660                                 0.591
   男                         20(71.4)       12(50.0)                14(58.3)       18(64.3)               26(63.4)       6(54.5)        
   女                         8(28.6)        12(50.0)                10(41.7)       10(35.7)               15(36.6)       5(45.5)        
  Ann-Arbor分期\[例数(％)\]                                  0.204                                 0.768                                 0.027
   Ⅰ\~Ⅱ期                     13(56.5)       7(36.8)                 10(50.0)       10(45.5)               19(55.9)       1(12.5)        
   Ⅲ\~Ⅳ期                     10(43.5)       12(63.2)                10(50.0)       12(54.5)               15(44.1)       7(87.5)        
  B症状\[例数(％)\]                                          0.145                                 0.051                                 0.158
   有                         7(30.4)        10(52.6)                5(25.0)        12(54.5)               12(35.3)       5(62.5)        
   无                         16(69.6)       9(47.4)                 15(75.0)       10(45.5)               22(64.7)       3(37.5)        
  EBV感染\[例数(％)\]                                        0.521                                 1.000                                 0.327
   阳性                       6(21.4)        7(29.2)                 6(25.0)        7(25.0)                9(22.0)        4(36.4)        
   阴性                       22(78.6)       17(70.8)                18(75.0)       21(75.0)               32(78.0)       7(63.6)        
  组织学亚型\[例数(％)\]                                     0.464                                 0.552                                 0.433
   结节硬化型                 16(57.1)       15(62.5)                14(58.3)       17(60.7)               26(63.5)       5(45.5)        
   混合细胞型                 12(42.9)       8(33.3)                 9(37.5)        11(39.3)               14(34.1)       6(54.5)        
   淋巴细胞丰富型             0              1(4.2)                  1(4.2)         0                      1(2.4)         0              

注：COX-2：环氧化酶-2; p16^INK4A^：周期素依赖激酶抑制剂p16

5．COX-2、p16^INK4A^、p53表达三者间相关性分析：COX-2表达与p16表达无相关性（*P*=0.246），而与p53强相关（*P*=0.008）；p16表达与p53表达无相关性（*P*=0.958）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 52例经典型霍奇金淋巴瘤COX-2、p16^INK4A^、p53表达三者间相关性分析\[例数（％）\]

  组别         例数   COX-2      p16^INK4A^                                 
  ------------ ------ ---------- ------------ ------- ---------- ---------- -------
  P16^INK4A^                                  0.246                         
   阳性        24     15(62.5)   9(37.5)                                    
   阴性        28     13(46.4)   15(53.6)                                   
  p53                                         0.008                         0.985
   阳性        41     26(63.4)   15(36.6)             19(46.3)   22(53.7)   
   阴性        11     2(18.2)    9(81.8)              5(45.5)    6(54.5)    

注：COX-2：环氧化酶-2; p16^INK4A^：周期素依赖激酶抑制剂p16

6．COX-2、p16^INK4A^、p53表达与预后的相关性分析：单因素分析结果显示COX-2、p16^INK4A^、p53表达对患者OS的影响差异无统计学意义，*P*值分别为0.190，0.390及0.604；COX-2表达是影响患者EFS的不良预后因素，COX-2阳性组与阴性组患者比较，EFS率差异有统计学意义（3年：48.3％对82.9%，*P*=0.003；由于随访时间相对较短，尚无法准确统计5年EFS率差异）（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）；p16^INK4A^、p53表达对患者EFS的影响无统计学意义，*P*值分别为0.694及0.653。

![COX-2表达对经典型霍奇金淋巴瘤患者无事件生存的影响](cjh-36-11-926-g004){#figure4}

将年龄（\<40岁/≥40岁）、性别（男／女）、EBV感染（有／无）、B症状（有／无）及Ann-Arbor分期（Ⅰ\~Ⅱ/Ⅲ\~Ⅳ期）以及COX-2、p16^INK4A^、p53表达与否等因素纳入COX比例风险回归模型进行多因素分析，结果显示仅COX-2表达是影响患者EFS的独立不良预后因素（*HR*=0.091，95%*CI* 0.017\~0.505，*P*=0.006）。

讨论 {#s3}
====

本研究中我们发现cHL各年龄段发病均可见，且发病高峰位于青年组及老年组，符合我们之前更大样本统计显示的"双峰"分布趋势[@b13]；男性略多于女性；组织学上均可见典型的HRS细胞及混杂性背景、肿瘤诊断相关免疫表型也与之前的国内外文献报道基本一致[@b1],[@b13]。cHL组织学亚型的发病率从高至低依次为NS、MC、LR，与国内外文献及本课题组之前报道基本一致[@b1],[@b14]。EBV阳性率略低于之前我们报道的35%[@b13]，可能与本组样本量相对较小产生抽样差异有关，本组患者中NS型比例明显较高，而NS型患者的EBV感染比例本来极低，故本组患者的EBV感染率随之下降。有完整临床资料的患者中，Ⅲ\~Ⅳ期者比例为52.4%，有B症状者比例为40.5%，治疗方案也是以ABVD方案为基础的化疗配合二线治疗方案及结合放疗、ASCT甚至细胞免疫治疗。提示本组入选病例具有一定代表性。

在研究中我们还发现，本组患者的COX-2、p16^INK4A^、p53表达率与文献[@b9],[@b11],[@b15]中所报道的数据相对一致。目前上述蛋白表达与患者年龄、性别、有无B症状、Ann-Arbor分期、组织学亚型等临床病理特征的相关性研究尚未获得一致性结论。Koh等[@b12]的研究证实COX-2表达与cHL患者的上述临床特征无关，而Barisik等[@b11]则认为COX-2表达与组织学类型有关，而与其他临床因素无关。我们的研究结果显示仅p53表达与患者的Ann-Arbor分期有关（*P*=0.027）。Wang等[@b16]也发现Ⅰ\~Ⅱ期cHL患者p53表达率较Ⅲ\~Ⅳ期者高。上述结果提示p53表达在疾病早期更常见，或者p53阳性者肿瘤细胞的侵袭性相对较低。

COX-2、p16^INK4A^、p53表达与cHL患者EBV感染是否相关目前也暂无定论。有研究者认为COX-2表达与EBV相关[@b6],[@b9],[@b17]，但Koh等[@b12]对167例cHL患者的研究结果则显示COX-2表达与EBV感染无相关性。Al-Salam等[@b9]认为p16表达与EBV感染呈正相关，Kim等[@b15]认为两者呈负相关，Guenova等[@b18]则认为p16表达与EBV感染无相关性。关于p53与EBV相关性的研究也是充满争议，有研究者认为p53表达与EBV感染呈正相关[@b9],[@b19]--[@b20]，也有研究者认为两者无相关性[@b15],[@b21]--[@b22]。本研究中我们的结果显示COX-2、p16^INK4A^、p53表达与EBV感染无相关性，但仍需扩大病例数，以获得更有意义数据。

研究者对cHL患者COX-2、p16^INK4A^、p53三者之间的相关性也是各执一词。Ohsawa等[@b6]及Barisik等[@b11]研究发现cHL患者COX-2表达与p53表达无相关性，但卵巢癌患者及头颈部肿瘤患者COX-2表达与p53表达呈正相关。有研究显示突变的p53表达可增加恶性肿瘤细胞COX-2表达，可能由于这些肿瘤的细胞因子、癌基因以及生长因子可以促进COX-2生成[@b23]--[@b24]。有关cHL患者COX-2表达和p16^INK4A^表达的相关性研究未见文献报道，仅在乳腺高级别原位癌患者中发现如果COX-2与p16^INK4A^同时阳性则与基底样亚型及预后更差相关[@b25]。有研究者认为cHL患者p16^INK4A^表达和p53表达相关，并认为这种相关性源于p53蛋白参与了p16^INK4A^-Rb调控G~1~期的调控有关[@b15],[@b22],[@b26]。我们的研究结果显示COX-2表达与p53表达强相关而与p16表达无关，且p16表达与p53表达无关。上述报道结论的不一致性可能与患者所处地域、遗传因素及样本差异有关，准确结论有待进一步增加病例数及开展多中心研究予以证实。

Mestre等[@b10]和Koh等[@b12]认为在HL患者中COX2表达是一个不良预后指标，但只是影响患者的OS率，对患者的EFS率的影响未见统计学意义。与上述学者结果不同，我们的结果仅显示COX-2阳性组患者的3、5年EFS率较阴性组患者低，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05），而COX-2表达与否对患者OS的影响差异则未见统计学意义。提示COX-2表达与否仅能较准确预测国人cHL的EFS而不能够准确预测OS。此外，我们的结果还显示在cHL患者病程的前3年，其COX-2阳性表达强烈提示难治复发，需要及早干预。

国外研究对于COX-2表达与否究竟在局限期还是进展期对患者的OS更有提示意义存在争议[@b10],[@b12]，由于本研究患者例数过少，分组后难以获得有统计学意义的结果，故而未进一步探讨，希望能通过增加病例数及继续延长随访时间进行更科学的分析。

研究COX-2表达的意义还在于COX-2蛋白可能是很有前途的癌症靶标。腺瘤性息肉病小鼠体内实验结果显示，应用非甾体类抗炎药（Nonsteroidal anti-inflammatory drugs，NSAIDS）治疗可以抑制COX-2生成和表达，使模型小鼠发生腺癌的数量减少[@b27]。流行病学研究也显示应用NSAIDS与胃肠道癌症发病率降低有关[@b28]。由此推测有望将COX-2作为cHL患者新的治疗靶点，应用NSAIDS等药物进行COX-2阳性cHL患者的辅助治疗；由于COX-2阳性者往往属于复发难治患者，故而有望提高这部分患者的生存率及改善cHL总体预后。

[^1]: 时云飞（现在北京肿瘤医院病理科）
